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linked immunosorbent assay (ELISA)を用いたもの18-20)､フローサイトメトリ法
によるもの21)などが考案されてきたが､やや手技が煩雑で､時間やコストがか












まず､ 96wellのポリスチレンプレート(NUNC immunoplate F96 Maxisorp,
Roskilde, Denmark)にblood-group A&B-bovine serum albumin (BSA) (Dextra
Laboratories Ltd, Reading, UK)をo･l M bicarbonate bufferで5 pg/mlに希釈したも
のを50け1ずつ入れ､ 4℃に保存して抗原の固相を行う｡同時にBSAをo･l M
bicarbonate buffe,で0.01%に希釈したものを50 Lllずつ入れたプレートも準備
する｡ 2日目に､ 0.1 MPBSに0.05%Tween20 (SigmaCbemical Co･､ St･ Louis､




検体中のanti-BSA抗体(antibody; Ab)を除去するo 5回洗浄後､ 2次抗体として
goat anti-human lgM or IgG Alkaline phosphatase conjugate (Sigma)を50 plずつ入れ､
室温で1時間インキュベーションする｡なお､抗IgM抗体は2000倍に､抗IgG
抗体は7500倍にそれぞれ､ pBSで希釈する｡ 7回洗浄後､基質液(p-Nitrophenyl
phosphate; PNPP) (Sigma)を50 LLlずつ入れ､ 30分暗室でインキュベーションす












の後に了解頂いて使用した｡ 1800 rpm､ 4℃で10分間の遠心を行い､血柴部分
を廃棄後､残りの検体を等量のphosphate buffered saline (PBS)で希釈した｡この
希釈検体をFiGOll-Paque solution (Amersham Biosciences､ Uppsala､ Sweden)の上
から混合しないようにゆっくり滴下した｡なお､検体量: PBS: Ficol1-1: 1: 1と
なるようにした｡これを2000rpm､室温で20分間､ brakeとaccelをofHこして
遠心した｡希釈液とFicollの間の白濁した層をpBMC分画として回収した｡回




mediumは不活化した10% fetal bovine serum (FBS) (Sigma)を加えたRPMI
1640 (Gibco Laboratories､ Grand Island､ NY)に100 U/mlのpenicillin､ 100 pg/ml
のstreptomycin及び､ 10 mMのHEPES (和光純薬工業)を添加し､作製した｡
培養は24穴のflat-bottomed polystyreneのプレート(Falcon Labware､ Oxnard､ CA)
を用い､ 1 wellあたりのfinal volumeがl mlとした｡ Mitogenとしてpokeweed
mitogen (PWM) (Sigma)を5 pg､ Iipopolysaccharyde (LPS) (Sigma)をl pg､また､
T cell由来のサイトカインを含んでいるHuman TJSTIM w血out PHA (Becton
Dickinson Labware､ Oxfbrd､ UK)を10倍に希釈して使用した｡更に抗原とし






























ンジポンプを使用して､カラムをlMNaCl, Brij 35 (Sigma)-PBS 50 mlで洗浄し､
さらに､ lMNaCl-PBS 50 mlで洗浄した｡最後に0.1M Gly-HCl buffer (pH2･3) 3 ml
でカラムに結合している抗体を溶出し､ 2mlのTriS-HCl buffer (pH 7.5)で中和し
た.精製された溶液中の蛋白定量はBradfbrd法を用いたBioIRad ProteinAssay kit
(Bio-Rad Laboratories, Alfred Nobel Drive Hercules, Califomia)にて行ったoまた､


































血奨交換blasma exchange; PE)はcontinuousbloodflow separator (OP-02T"､
もしくはop_05TM､ Asahi Medical CoJを使用し､持続的血液漉過透析(continuous
hemodiafiltration; CHDF)はhigh-performance membrane (PMLOT"､Asahi Medical
co.)を使用した. Blood accessのためにdouble lumen catheterを鎖骨下もしくは
′
大腿静脈から挿入した｡血祭交換時の置換液はAB型の新鮮凍結血衆もしくは







現在､免疫抑制剤の投与はtacrolimus (TAC)､ methylprednisolone (MP)及び










5.0 for Macintosh; Stat View, CorpリBerkeley, CA)の多重比較検定(ポストホッ
ク･テスト)を用いて行い､ p<0.05を有意とした｡























o型のhealthy volunteerで培養を行った例を示す｡ 1･ Mediumのみ､ 2･ medium
にPWM､ LPS及び､ Human TISTIM wituout PHAを加えたもの､ 3. 2.にblood-group
A抗原を加えたものの3群で2週間の培養を行った｡培養直後のPBMC中のB cell














A型のhealthyvolunteerで培養を行った例を示す0 case lの3群に加え､ 4･と
















てPWMとLPSの他にConcanavalin A ､ Phytohaemagglutinin､サイトカインと


















































全ての血清におけるSpearmanの相関係数はanti-AIgM､ IgG及び､ anti-B IgM､
IgGでそれぞれrs- 0･488､ 0･588､ 0･649､ 0･690であり､相関の程度は中等度で




IgM､ IgG及び､ anti-BIgM､ IgGでそれぞれrs -o･810､ 0･515､ 0･270､ 0･786で
あり､相関の程度は様々であった｡ Anti-AIgG (0.515)及び､anti-BIgM (0･270)で






































antibody (血ximab) (375 mg/m2)の予防的投与を行った｡また､術中に肝動脈に








続いて､ titerと0.D.の関係について検討すると､ titerと同様にanti-B 0.D.ち
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びO型のhealthy volunteer各2名ずつより血清を採取し､ A型抗原､ B型抗原
およびBSAを固和したプレートでELISAを施行した｡ A型抗原を固相したプ
レート(図2-a)ではB型とO型の血清で0.D. (optical density)が高値を示した
が､ A型の血清でもnegative controlに比較し､やや高値を示した｡ BSAを固相
したプレート(図2-ち)では全ての血清で0.D.は低値であった｡
図3.0型の被検者のPBMCの培養





neg; negative control (medium)､ ned; mediumのみで培養した群､ pLr; PWM+








meg; negative control (medium)､ ned; mediumのみで培養した群､ PIJ; PWM'
LPS+ Human T_STIM without PHAをmediumに加えた群､ PUA (B); PLTに














neg; pBS､ A(B);A(B)抗原を結合させたカラムからの抽出液､ A(B)u･f･;A(B)




IgM (図6la)およびIgG (図6-b)とanti-B IgM (図6-C)およびIgG (図6-d)でそ
れぞれ､ rs-0.488､ 0･588､ 0･649､およびo･690と中等度の相関を示していたo
図7.AB0-ILDLrレシピエント(case 1)における0.D.と抗体価(titer)の相関
臨床経過であるが(図7-a)､第4病日にanti-A titerの上昇を伴う肝機能の悪
化を認め､血奨交換(pE; plasma exchange)を行い､ deoxyspergualin (DSG)の投
与を開始した｡しかし､第5病日になっても改善が認められないため､牌臓摘






T.Bil; total bilirubin､ AST; serum aspartateaminotmsferase､ ALT; serum alanine
aminotransfbrase､ POD; post operative day､ PGE.; prostaglandin El､ FOY; gabexate
mesilate
図8.AB0,-ILDLTレシピエント(case2)におけるOID'･と抗体価の相関
臨床経過であるが(図8-a)､ LDLT直後にanti-CD20 monoclonal antibody
(rituximab)を投与した(*)｡また､ LDIJ終了後から第14病日までhepaticartery




B IgG titerが32倍と若干の上昇を認めたが､ o･D･にはあまり変化が認められな


















BA; biliary atresia､ PBC; pnmary biliary cirrhosis in､ HCC; hepatocellular carcinoma､



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































■■ anti-A IgM (0.D.) ⊂コanti-A IgG (0･D･)
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